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(57) Abstract 



Novel amphiphilic complexes, a method for preparing same and compositions containing such complexes, are disclosed. Said 
amphiphilic complexes are produced by reacting one or more proteins having an average molecular weight of at least 5000 Daltons with 
one or more C4-30 fatty chains selected from fatty acids, fatty alcohols, fatty amines and derivatives thereof except for undecylenic acid, 
at a temperature between room temperature and 80 °C, the weight ratio of the reagents [protein(s):fatty chain(s)] being from 1/1 to 1/10, 
advantageously 1/3 to 1/5. 

(57) Abrege- 

La presente invention a pour objet de nouveaux complexes amphiphiles, un proceed pour leur preparation et les compositions en 
renfermant. Lesdits complexes amphiphiles resultent de la reaction, a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 80 °C, 
entre d'une part une (ou plusieurs) proteine(s), dont la masse moleculaire moyenne est superieure ou Sgale a 5.000 Daltons et d'autre part, 
une (ou plusieurs) chaine(s) grasse(s) dont le nombre d'atomes de carbone est compris entre 4 et 30 choisie(s) parmi les acides gras, les 
alcools gras, les amines grasses et leurs derives a Texclusion de Tacide undecylenique; le rapport ponderal des rtactifs [prot6ine(s)/chatne(s) 
grasse(s)] variant de 1/1 a 1/10 et avantageusement de 1/3 a 1/5. 
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Complexes amphi philes. precede pour leur preparation et compositions cn 

renfcnnam 

La presente invention a pour premier objet des complexes amphiphiles 
(hydrolipidiques) et plus precisement des proteines (et polypeptides) sur lesquelles 
5 ont 6te greffees des chaines grasses. On peut qualifier lesdits complexes de 
proteines (et polypeptides) lipophilisees. La presente invention a egalement pour 
objets des compositions notamment cosmetiques, pharmaceutiques ou alimentaires 
renfcrmant de tels complexes et des procedes pour la preparation desdits 
complexes. 

10 La peau peut etre consideree comme un organe qui separe et protege le 

corps humain de son environnement. Cet effet de barriere contre les agressions 
exterieures est capital pour que les tissus internes puisscnt exercer convenablement 
leur fonction. Les agressions exterieures sont en effet multiples : agressions 
lumineuses (UVA, UVB, infra-rouges) qui provoquent radicaux libres et 

15 fragmentation des constituants de la peau, agressions physiques ou mecaniques 
^(frottements, variations de temp6rature et d'hygrometrie ...) qui provoquent des 
inflammations, agressions chimiques (pollution de Tair, de Teau, contact avec des 
dements irritants ou immunogenes), agressions microbiologiques (bacteries, virus, 
champignons ♦..). Afin de reagir a ces differentcs agressions, la peau dispose d'un 

20 certain nombre de cellules specialisees, formant parfois des structures extremement 
bien caracterisees. Cest le cas des corneocytes qui, differencies a partir des 
keratinocytes, forment une structure appelce Stratum corncum, qui est specialisee 
dans la protection des zones plus internes de la peau. Cette structure cornee 
superficielle est la premiere protection vis-a-vis des agressions exterieures. 

25 ^utilisation de produits cosmetiques ct notamment de produits 

d'hydratation se heurte egalement a cette barriere naturelle : 

- de par leur petite taille, des molecules hydrophiles de petite masse 
molecuiaire comme Turee, Tacidc lactique, les acidcs amines, peuvent penctrer via 
1c Stratum corneum, jusque dans des couches plus profondes des tissus cutanes. 

30 L ! effet cosmetique obtenu est un effet hydratant des couches profondes de 
Tepiderme et du derme, effet generalcment relativement court; 

- par contre, des molecules de plus haute masse molecuiaire comme 
les prot6ines par exemple ne peuvent pas franchir cette barriere. En effet, le 
Stratum corneum est principalement constitue de lipides (sa teneur en lipides est 

35 proche de 80 % en poids), cc qui lui donne un caractere particulierement 
hydrophobe, totalement incompatible avee le caractere hydrophile de la plupart des 



WO 97/14713 



PCT/FR96/01620 



2 

proteines utilisees dans lc domaine cosmetologique. Dans ce cas, l'cffet cosmetique 
obtcnu est un cffct filmogene, parfois interessant pour l'obtention de textures ou de 
"touchers cosmetiques" particuliers, mais qui reste totalement et exclusivement 
superficiel. 

5 Ainsi, et par voie de consequence, les molecules hydrophiles utilisees a 

ce jour en cosmetique sont repoussees par cette structure hydrophobe et soit restent 
en surface soit penetrent tres profondement dans le derme. De ce fait, la couche 
cornee et les couches superieures de 1'epiderme ne subissent pratiquement aucune 
influence des substances actives et notamment hydratantes utilisees a ce jour en 

10 cosmetique. Or, I'impression de secheresse de la peau provient du Stratum 
comeum et des couches superieures de 1'epiderme. II est done capital de parvenir a 
hydrater efficacement cette structure et plus generalement de rendre accessible a 
diverses entites hydrophiles ladite structure. 

La Demanderesse, dans le cadre de la presente invention, a aborde ce 

15 probleme technique de Thydratation de la peau et plus generalement celui de 
Toptimisation de l'expression de Tactivite de molecules du type proteine ou 
polypeptide au niveau du Stratum corneum. Pour resoudre ledit probleme 
technique, elle propose de modifier le caractere physico-chimique desdites 
molecules et d'en modifier ainsi le comportement. Elle propose en fait de generer 

20 des complexes amphiphiles en greffant des chaines grasses sur lesdites molecules. 
Les penetrations trans-epidermiques de tels complexes sont differentes de celles 
des molecules non complexees. Leur stabilisation dans les couches superieures de 
1'epiderme ainsi que sur la fibre capillaire (cheveux) a ete mise en evidence. Par 
ailleurs, on a observe, des proprietes cosmetiques voire therapeutiques desdits 

25 complexes, fort interessantes et inattendues. 

II a ete decrit, dans la demande de brevet FR-A-2 671 725 des 
complexes polyoses-acides gras qui presentent des proprietes hydratantes et 
emulsionnantes. Ces complexes sont obtenus en faisant reagir, en milieu aqueux, a 
la temperature ambiante, des acides gras sous forme reactive avec des polyoses. 

30 Lesdits polyoses peuvent inter\'enir sous forme impure et notamment en melange 
avec des proteines. Toutefois, dans ce document, il n'est fait aucune mention d'un 
complexe "binaire" proteine-acide gras et des quelconques proprietes interessantes 
qu'il pourrait presenter ... En tout etat de cause, les polysaccharides (polyoses) 
prescntant un pouvoir gelifiant bien superieur a celui des proteines, on ne pouvait 

35 s'attendre a obtenir des complexes hydratants et emulsionnants en lipophilisant de 



WO 97/14713 



PCT/FR96/01620 



3 



10 



telles proteines. Tel est pourtant l'un des resultats obtenus dans le cadre de la 
presente invention ... 

II a egalement ete decrit : 

-dans le brevet US-A-4,234,475 un procede de preparation 
d'emulsionnants qui consiste a faire reagir, a des temperatures superieures a 200*C, 
une proteine et un acide, notamment un acide gras. A de telles temperatures, on ne 
peut eviter la degradation de chacun des reactifs, et notamment celle de la proteine 
(denaturee et/ou hydrolysee en peptides), dont les proprietes sont en consequence 
ineluctablement alt6rees ; 

-dans la demande WO-A-93 22370 des derives de l'acide 
undecylenique obtenus en faisant reagir ledit acide, sous forme reactive, en milieu 
aqueux, a la temperature ambiante, avec une macromolecule organique hydrophile 
possedant des groupements alcools primaires et/ou amines primaires et notamment 
avec une proteine. Lesdits derives, tres faiblement odorants, ont conserve des 
15 proprietes anti-fongique et anti-bacterienne. On a surtout cherche, par leur biais, a 
optimiser l'expression des activites de l'acide undecylenique. 
Par ailleurs : 

-la demande DE-A-34 22 496 decrit une composition alcoolique 
desinfectante de la peau. Ladite composition renferme un hydrolysat de proteines, 
20 en fait un melange d'aminoacides, 

-la demande EP-A-0 417 619 propose, a litre de detergent 
manifestant une agressivite moindre vis-a-vis de la peau et des muqueuses, les 
produits de condensation resultant de la reaction chimique entre : 

- un hydrolysat de proteines dont la masse moleculaire moyenne est 
25 comprise entre 3 000 et 7 000 ; 

et 

- un acide gras en C^-C^g ; 

ladite reaction chimique etant mise en ocuvre a un pH compris entre 7 et 12 et le 
rapport molaire proteine(s)/acide(s) gras variant de 1/0,5 a 1/3 ; 
30 " la demande EP-A-0 283 601 decrit des derives d'elastine prepares a 

partir d'elastine hydrolysee. Lesdits derives resultent d'un couplage chimique entre 
ladite elastine hydrolysee (non native) et un anhydride d'acide gras ; ledit acide 
gras intervenant, par rapport a la proteine (elastine hydrolysee) en un rapport 
ponderal tres inferieur a 1 . 

35 



WO 97/14713 



PCT/FR96/01620 



4 

Lesdits produits de condensation selon EP-A-0 417 619 et derives 
d'elastine selon EP-A-0 283 601 ne sont pas des complexes au sens de Tinvention. 
Lesdits complexes de Tinvention sont toujours elabores en presence d'un exces 
d'acide gras et peuvent etre elabores avec des proteines natives. Ceci est expiicite 
5 ci-apres. 

La Demanderesse propose en fait de nouveaux complexes amphiphiles 
ou hydrolipidiques - complexes proteine(s)/chaine(s) grasse(s) - qui, comme 
indique ci-dessus, presentent des proprietes cosmetiques voire therapeutiques fort 
interessantes et relativement inattendues. 

10 On precise ici que, dans le present texte - dans le contexte de 

Tinvention - on emploie le terme proteine pour designer aussi bien une "reelle" 
proteine qu'un polypeptide (obtenu eventuellement par synthese). 

Lesdits complexes de Tinvention sont, de fa^on caracteristique, 
obtenus a Tissue de la reaction, mise en oeuvre a une temperature comprise entre la 

15 temperature ambiante et 80 # C, entre : 

- d'une part, une (ou plusieurs) proteine(s), dont la masse moieculaire 
moyenne est superieure ou egale a 5 000 Daltons; 

et 

- d'autre part, une (ou plusieurs) chaine(s) grasse(s), dont le nombre de 
20 carbone est compris entre 4 et 30, choisie(s) parmi les acides gras, les alcools gras, 

les amines grasses et leurs derives, a Texclusion de Tacide undecyclenique, 

le rapport ponderal des reactifs [proteine(s)/chaine(s) grasse(s)] variant de 1/1 a 

1/10 et avantageusement de 1/3 a 1/5. 

La reaction mise en jeu pour lc couplage et/ou greffage des reactifs 

25 peut etre de type chimique ou enzymatique. Ceci sera precise plus avant dans le 
present texte. En tout etat de cause, elle est mise en oeuvre a une temperature bien 
inferieure a 200 # C, inferieure a 100*C. On souhaite minimiser voire eviter toute 
degradation des reactifs et notamment des proteines intervenantes. 

Ladite reaction est mise en oeuvre avec deux types de reactifs : d'une 

30 part, au moins une proteine, d'autre part au moins une chaine grasse. Lesdites 
chaines grasses consistent aussi bien en des acides gras que des alcools gras ou 
amines grasses (ou en les derives desdits acides, alcools et amines). 

On peut d'ores ct dcja insistcr sur la multiplicite et la variete des 
complexes de Tinvention et done des proprietes qu'ils sont susceptibles de 

35 presenter; ces dernieres dependant dc la nature des reactifs (proteine(s) et chaine(s) 
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grassc(s)) intervenants et dc leurs caracteristiques intrinseques (par exemple, nature 
dc la proteine intervenant , purete dc celle-ci, poids moleculaire dc celle-ci). 
On precise ci-apres, chacun des deux types de reactifs. 
Les complexes de Tinvcntion sont des complexes de proteines et de 
5 chaines grasses. Sont exclus du cadre de ladite invention les complexes obtenus a 
partir d'acides amines, que ceux-ci soient purifies ou obtenus en melange lors de 
l'hydrolyse d'une proteine ainsi que les complexes obtenus a partir de peptides ne 
renfermant que 2 a 5 acides amines dans ieur structure. Les proteines susceptibles 
d'intervenir dans la structure des complexes de ['invention ont une masse 
10 moleculaire moyenne egale ou superieure a 5 000 Daitons. lis consistent en un 
enchainement d'acides amines lies entre eux par des liaisons amides, qui presente 
des fonctions amines et/ou acides et/ou alcools pendantes. 

Generalement, leur masse moleculaire moyenne est inferieure a 
1 000 000 Daitons. II n'est toutefois nullement exclu de preparer des complexes de 
15 Tinvention avec des proteines d'une masse moleculaire moyenne superieure. 
Avantageusement, les complexes de Tinvention sont prepares a partir de proteines, 
dont la masse moleculaire moyenne est comprise entre 10 000 et 
1 000 000 Daitons. De fagon encore plus avantageuse, on fait intervenir des 
proteines dont la masse moleculaire moyenne est comprise entre 20 000 et 
20 300 000 Daitons. 

En tout etat de cause, les proteines intervenantes peuvent etre obtenues 
par une extraction ne detruisant pas leur structure ct/ou ne diminuant pas leur 
masse moleculaire ou par hydrolyse physique, chimique ou enzymatique moderee 
d'entites de masse moleculaire plus elevee (ladite hydrolyse generant des proteines 
25 dont la masse moleculaire moyenne est au moins egale a 5 000 Daitons). 

Lesdites proteines intervenantes peuvent etre issues d'animaux (bovins, 
ovins, poissons, requin, crustaces ...) et dans ce cas, ellcs peuvent etre extraites de 
differents tissus; citons par exemple le collagene, la gelatine, l'albumine, 
Tovalbumine, 1'elastine, la reticuline, la fibronectine, la keratine, la soie, la 
30 laminine, la desmosine et Tisodesmosine, les proteoglycannes de la matrice 
extracellulaire, les caseines, la lactalbumine, les lactoglobulines, les enzymes 
extraites de tissus animaux, etc ... Elles peuvent etre issues de plantes (ble, algues 
unicellulaires ou multicellulaires, mai's, pois, lupin ...) et dans ce cas, elles peuvent 
etre extraites de graines, de fleurs, de fruits, d'ecorces, de gommes, etc ... ; citons 
35 pour exemple les proteines ou hydrolysats moderes de ble, de mais, de coton, de 
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lupin, dc pois, dc feve, d'amande, de feverole, de soja, de tournesol, de luzeme, 
d'avoine, etc ... 

On prepare avantageusement des complexes de Tinvention avec des 
proteines de soja, de ble, d'avoine ou d'amande. 
5 Pour ce qui concerne le deuxieme type de reactifs, il s'agit comme deja 

precise, de chaines grasses comportant de 4 a 30 atomes de carbone. 
Avantageusement, les chaines grasses intervenantes comportent de 6 a 20 atomes 
de carbone. Elles peuvent etre saturees ou insaturees, lineaires, branchees ou 
cycliques. Elles presentent evidemment des fonctions acide et/ou alcool et/ou 
10 amine mais il n'est nullement exclu qu'elles presentent d'autres fonctions 
chimiques dans leur structure qui interviennent ou n r interviennent pas dans la 
preparation des complexes de 1'invention. 

Lesdites chaines grasses peuvent notamment etre choisies parmi les 
acides gras heptanolque, octanoique, decanoique, laurique, myristique, palmitique, 
15 stearique, ricinoleique, oleique, linoleique, linolenique; les alcools gras et amines 
grasses correspondants; les derives desdits acides gras, alcools gras et amines 
grasses ; et leurs melanges. 

On prepare avantageusement des complexes de 1'invention : 

- avec les acides laurique, stearique ou palmitique et notamment les 
20 acides stearique et palmitique en melange; 

- avec de la laurylamine ou de I'hexadecylamine; 

- avec du decylalcool. 

On a vu que lesdites chaines grasses consistent en des acides gras, des 
alcools gras ou des amines grasses (ou leurs derives). Pour la preparation des 
25 complexes de 1'invention par voie chimique, lesdits acides gras interviennent 
eventuellement sous des formes reactives (plus reactives), et notamment sous la 
forme d'halogenures (chlorures, bromures, iodurcs ...), d'anhydrides ou de derives 
d'anhydrides. 

Au sein de la structure des complexes de Tinvention, le rapport 
30 ponderal [proteine(s)]/[chaine(s) grasse(s)] varie de 1/1 a 1/10 et preferentiellement 
de 1/3 a 1/5. 

On fait, en fait, toujours reagir la (les) proteine(s) avec un exces plus 
ou moins large de chaines grasse(s) dans le but de creer des liaisons covalentes 
mais aussi des liaisons de type ionique, hydrogene, Van der Waals. 
35 Par ailleurs, generalement, a Tissue de la reaction, on ne recupere pas 

les chaines grasses qui n'ont pas reagi, qui ne sont pas lices a la proteine, on ne 
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chcrche pas a isoler dcs complexes "binaires" du type : proteine(s)-chaines grasses 
purs. Ainsi, les complexes de 1'invention consistent-ils generalement en des 
complexes "binaires" du type indique ci-dessus en melange avec des chaines 
grasses non liees ; en d'autres teimes, en le produit de la reaction de couplage en 
5 melange avec les chaines grasses qui n'ont pas reagi (qui ne sont pas couplees). 

Lesdits complexes constituent le premier objet de la presente 
invention. Les compositions, notamment cosmetiques, pharmaceutiques ou 
alimentaires, en renfermant constituent le second objet de ladite invention. 

Lesdites compositions renferment generalement de 0,01 a 40 % en 
10 poids de tel(s) complexe(s) et avantageusement de 0,1 a 10 % en poids. 

Plus precisement, font partie integrante de la presente invention, les 
compositions notamment cosmetiques, pharmaceutiques ou alimentaires qui 
renferment, a titre d'ingredient actif, au moins une proteine ; ladite proteine 
intervenant, au moins en partie (voire en totalite) sous la forme d'un complexe tel 
15 que decrit ci-dessus. Pour 1'eiaboration desdites compositions on peut utiliser ledit 
complexe, purifie (isole du milieu reactionnel dans iequei il a ete synthetise) ou en 
melange avec l'un et/ou l'autre des reactifs qui sont intervenus dans sa synthese. 
Selon cette seconde variante, on utilise avantageusement le milieu reactionnel (a 
Tissue de la reaction) renfermant ledit complexe et les reactifs n ayant pas reagi 
20 (principalement des chaines grasses dans la mesure ou elies interviennent en 
exces). 

Font egalement partie de ['invention, les compositions ou lesdits 

complexes interviennent a titre d'agents emulsionnants. 

En tout etat de cause, on a constate, de maniere surprenante, que les 
15 complexes de 1'invention presentent des proprietes hydratantes et emulsionnantes. 

Ceci est relativement inattendu dans la mesure ou Thomme du metier n'ignore pas 

que les proteines ont un pouvoir de pieger Teau bien inferieur a celui des 

polysaccharides et ou ledit pouvoir, relativement faible dans l'absolu, aurait du etre 

affecte par la lipophilisation desdites proteines. 
JO Outre ces proprietes hydratantes et emulsionnantes - relativement 

inattendues - les complexes de 1'invention ont montre d'autres proprietes - 

totalement inattendues. 

C'est ainsi qu'une proteine de ble soluble, possedant une masse 

moleculaire moyenne de 100 000 Daltons, sur laquelle des chaines d'acides 
5 stearique et palmitique ont ete greffees, presente des proprietes de restructuration 

cutanee extremement fortes, ce qui permet d'envisager l'utilisation de cette proteine 
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lipophilisee (complcxc au sens dc Tinvention) dans des applications ou unc 
destructuration de Tepiderme est observee (agressions physico-chimiques ou 
vieillissement cutane ...). 

De meme, une proteine d'amande soluble, possedant une masse 
5 moieculaire moyenne de 30 000 Daltons, sur laquelle des chaines decides 
stearique et palmitique ont ete greffees, presente la propriete de calmer des 
erythemes solaires moderes a forts, ce qui permet d'envisager Tutilisation de cette 
proteine lipophilisee (complexe au sens de 1'invention) dans des formulations 
solaires ou apres solaires. 

10 De meme, une proteine de laminaire insoluble, possedant une masse 

moieculaire moyenne de 10 000 Daltons, sur laquelle des chaines d'acide 
caprylique ont ete greffees, presente la propriete d'inhiber un certain nombre de 
micro-organismes, ce qui permet d'envisager 1'utilisation de cette proteine 
lipophilisee (complexe au sens de Tinvention) dans des applications ou la 

15 destruction des micro-organismes est envisagee (effets anti-acne, effets anti- 
pelliculaire, effets anti-odeurs corporelles, conservateur naturel ...). 

On a precedemment insiste sur la diversite des complexes de 
Tinvention. On saisit ici tout Tinteret d'une telle diversite. 

Par ailleurs, on rappelle ici que les proprietes des complexes de 

20 Tinvention, qu'elles soient plus ou moins inattendues, s'expriment au niveau 
souhaite, au niveau du Stratum corneum, de par leur lipophilisation. 

Les compositions de Tinvention consistent done essentiellement en des 
compositions cosmetiques. II n'est pas exclu qu'ils s'agissent de compositions 
therapeutiques, alimentaires ou dietetiques particulierement performantes au 

25 niveau des muqueuses. 

Selon son troisieme objet, 1'invention concerne un procede pour la 
preparation des complexes amphiphiles (hydrolipidiques) decrits ci-dessus. Ledit 
procede comprend, de fa?on caracteristique, la reaction, a une temperature 
comprise entre la temperature ambiante et 80 *C, si necessaire en milieu aqueux ou 

30 solvant, entre au moins une proteine du type precite et au moins une chaine grasse 
du type precite, lesdits rcactifs intervenants dans un rapport ponderal [proteine(s)/ 
chaine(s) grasse(s)] compris entre 1/1 ct 1/10, avantageusement entre 1/3 et 1/5. 
Ladite reaction peut etre qualifiee de reaction de greffage ou plus exactement de 
couplage (dans la mesure ou elle ne genere pas seulement des liaisons covalentes 

35 entre les reactifs). 
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Ladite reaction est mise en oeuvre a relativement basse temperature. 
On minimise ainsi la degradation des protcines reactives. Elle fait intervenir ou 
non un solvant, milieu aqueux ou solvant organique. On peut se dispenser de 
l'intervcntion d'un tel solvant si, a la temperature de reaction les reactifs sont 
liquides. 

A Tissue de la reaction, les complexes "binaires" ne sont generalement 
pas isoles. lis se trouvent alors en melange principalement avec des chaines grasses 
qui n'ont pas reagi. 

On souhaite generalement ajuster le pH des complexes obtenus, afin de 
le rendre compatible avec des applications, notamment cosmetiques, ulterieures. 
On l'ajuste a des valeurs comprises entre 2 et 10 et plus particulierement comprises 
entre 5 et 7. A cette fin, on utilise des agents neutral isants choisis parmi : 

- les bases minerales (telles KOH, NaOH, Ca(OH)2-..); 

- les bases metalliques (sous forme d'hydroxyde, de carbonate ...); 

- les bases organiques (tampons citrates, phosphates, borates, acetates, 
TRIS ... ; amines ou alkyiamines en Ci~C 6 : triethanolamine, 
aminomethylpropane ...). 

Apres la realisation des complexes dont les pH ont ete si necessaire 
ajustes a des pH compatibles avec leur utilisation ulterieure (ledit pH est 
20 avantageusement ajuste par dispersion desdits complexes en phase aqueuse) , il est 
possible de les secher par atomisation, lyophilisation, deshydratation sous vide ... 
Lesdits complexes seches, ou directement obtenus sans eau, peuvent etre alors mis 
en forme, notamment sous la forme de copeaux. 

La reaction de couplage mise en oeuvre peut etre realisee par voie 
25 chimique ou enzymatique. La voie enzymatique est, dans le contexte de la presente 
invention, total ement originale. 

Selon ladite voie chimique, on peut : 

+ faire reagir les chaines grasses - acides gras, alcools gras, amines 
grasses - dans des conditions classiques de la synthese peptidique; i.e. en presence 
30 d'agents bifonctionnels, tels des diimides; 

+ faire reagir les acides gras sous des formes reactives (plus reactives), 
i.e. faire reagir des halogenures (chlorures, bromures, iodures ...) d'acides gras, des 
anhydrides d'acides gras, des derives d'anhydride d'acides gras ... 

Selon ladite voie enzymatique, originale, on couple les proteines aux 
35 chaines grasses en presence d'une enzyme, generalement a une temperature 
comprise entre 30 et 70 # C. Avantageusement ladite temperature est comprise entre 
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50 et 60 # C. Avantageusement, l'enzyme intervenant est unc acyltransf erase. Selon 
trois variantes de cette voie enzymatique, ladite enzyme est une lipase, notamment 
choisie parmi les lipases de Mucor miehei, de pancreas de pore, de Rhizopus 
arrhizus, de Candida, de Bacillus et d'Apergillus ou une protease, consistant 
5 notamment en la papaine ou une amidase. Une telle reaction enzymatique assure, 
comme les reactions chimiques rappelees ci-dessus, le greffage de chaines grasses 
sur les proteines. Lesdites chaines grasses, lorsqu'il s'agit d'acides gras, peuvent 
intervenir sous forme d'esters (y compris sous forme d'esters de glycerides). 
L'enzyme presente dans le milieu reactionnel assure, dans un premier temps, la 

1 0 trans-esterif ication . 

La reaction mise en oeuvre, chimique ou enzymatique, assure le 
couplage en generant des liaisons covalentes esters et/ou amides. On a vu que ledit 
couplage fait egalement intervenir des liaisons ioniques, des liaisons hydrogenes, 
des liaisons de type Van der Waals... 

15 La reaction est avantageusement mise en oeuvre avec une activite de 

1'eau du milieu reactionnel (a w ) comprise entre 0,2 et 1 et avantageusement entre 
0,3 et 0,7. 

Les precedes de preparation des compositions de l'invention, 
compositions notamment cosmetiques, pharmaceutiques et alimentaires renfermant 

20 des complexes hydrolipidiques font egalement partie de l'invention. lis consistent 
principalement a melanger Tingredient actif a un excipient convenable. On a vu 
que ledit principe actif pouvait presenter des proprietes cmulsionnantes. Ceci peut 
se reveler particulierement interessant. On peut ainsi limiter voire annuler 
l'intervention de tout agent emulsionnant synthetique. 

25 L'invention est illustree, sous ses differents aspects, par les exemples 

ci-apres . 

Tous les pourcentages indiques sont des pourcentages en poids, sauf 
indication contraire. 



30 Exemple 1 : 

Preparation d'un comolexe proteine de soi a-acide laurique rC12^ 

1 660 g d'acide laurique, de purete egale a 99 %, sont chauffes jusqu'a 

60 # C dans un reacteur sous azote. Apres fusion des chaines d'acide laurique et 

obtention d'une huile incolore, 470 g d'un isolat de soja (masse moleculaire 
35 moyenne : 50 000 D), contenant au minimum 96 % de proteines natives, sont alors 

ajoutes en pluie fine dans le reacteur sous agitation mecanique moderee. 
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Apres obtention d'une suspension homogene, 300 g dc lipase extraite a 
partir de Mucor miehei, immobilisee sur resine echangeuse d'anion macroporcuse 
(nom commercial : Lipozyme® de la societe Novo) sont ajoutes au reacteur. 
L'enscmble est conserve 15 jours a 60*C dans un reacteur clos sous agitation 
mecanique moderee. 

Apres 15 jours de reaction, le complexe est filtre a 90*C afin d'eliminer 
1'enzyme. Le complexe ainsi obtenu est mis sous forme de copeaux lors de son 
refroidissement. 

Apres analyses, il s'avere que ce complexe est constitue de proteines 
lipophilisees dont environ 16 % des fonctions amines libres (laterales et 
terminales) ont ete greffees par des acides gras (l'acide laurique). 

Ce complexe se presente sous la forme d'une poudre de copeaux de 
couleur beige, d'odeur caracteristique. II peut etre utilise dans une formulation 
cosmetique a 3 % et grace a l'amphiphilicite apportee par le greffage, il est possible 
de l'incorporer dans les phases aoueuse et/n n huileuse d'une preparation 
cosmetique. 



Exemple ?. : 

Preparation d'np complexe nroteine de snia-ari d es stcariqiif. fdffl et paltnirjn ,^ 

20 

270 g d'acide stearique et 180 g d'acide palmitique, chacun de purete 
superieure a 90 %, sont places dans 1 000 ml de tertiobutanol, puis chauffes jusqu'a 
60*C dans un reacteur sous azote. Apres fusion des chaines d'acides et obtention 
d'une huile incolore, 150 g d'un isolat de soja (masse moleculaire moyenne : 
50 000 D), contenant au minimum 96 % de proteines natives, sont alore ajoutes en 
pluie fine dans le reacteur sous agitation mecanique moderee. 

Apres obtention d'une suspension homogene, 45 g de lipase extraite a 
partir de Rhizopus arrhizus sont ajoutes au reacteur. L'ensemble est conserve 
21 jours a 55'C dans un reacteur clos sous agitation mecanique moderee. 

Apres 21 jours de reaction, le complexe est porte a 90*C pendant 
20 min afin d'inactiver toute activite enzymatique residuelle. Le tertiobutanol est 
alore elimine par distillation sous pression reduite. Le complexe ainsi obtenu est 
mis sous forme de copeaux lore de son refroidissement. 

Apres analyses, il s'avere que ce complexe est constitue de proteines 
35 lipophilisees dont environ 21 % des fonctions amines laterales ont ete greffees par 
des acides gras. 



WO 97/14713 



PCT/FR96/01620 



12 



Ce complexe se presente sous la forme d'une poudre de copcaux de 
couieur beige, d'odeur caracteristique. II peut etre utilise dans une formulation 
cosmetique a 3 %, ct grace a l'amphiphilicite apportee par le greffage, il est 
possible de l'incorporer dans les phases aqueuse et/ou huileuse d'une preparation 
5 cosmetique. 

Exemple 3 : 

Preparation d'un complexe proteine de ble -acides stearioue (C\to et palmitiflUS 

am 

10 On procede comme decrit a 1'exemple 2 en substituant au 150 g de 

1'isolat de soja, 150 g d'un atomisat obtenu a partir d'une solution de proteine de ble 
(masse moleculaire moyenne : 100 000 D). On obtient un complexe du type de 
celui decrit a l'exemple 2 (copeaux de couieur beige, d'odeur caracteristique). 

15 Exemple 4 : 

Preparation d'pn complexe proteine d'amande-acides stearioue (CIS) et palmitique 

300 g d'acide stearique et 140 g d'acide palmitique, chacun de purete 
superieure a 90 %, sont places dans 1 000 ml d'isopropanol, puis chauffes jusqu'a 
20 60 # C dans un reacteur sous azote. Apres fusion des chaines d'acides et obtention 
d'une phase huileuse homogene, 150 g d'un lyophilisat obtenu a partir d'une 
solution de proteine d'amande (masse moleculaire moyenne : 30 000 D), sont alors 
ajoutes en pluie fine dans le reacteur sous agitation mecanique moderee. 

Apres obtention d'une suspension homogene, 35 g de lipase extraite a 
25 partir de Rhizopus arrhizus sont ajoutes au reacteur. L'ensemble est conserve 
12 jours a 55 # C dans un reacteur clos sous agitation mecanique moderee. 

Apres 12 jours de reaction, le complexe est porte a 90 # C pendant 
20min afin d'inactiver toute activite enzymatique residuelle. L'isopropanol est 
alors eiimine par distillation sous pression reduite. Le complexe ainsi obtenu est 
30 mis sous forme de copeaux lors de son rcfroidissement. 

Ce complexe se presente sous la forme d'une poudre de copeaux de 
couieur beige, d'odeur caracteristique. II peut etre utilise dans une formulation 
cosmetique a 3 %, et grace a l'amphiphilicite apportee par le greffage, il est 
possible de l'incorporer dans les phases aqueuse et/ou huileuse d'une preparation 
35 cosmetique. 
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Exemple 5 : 

On precede comme decrit aux exemples 2 a 4 mais le solvant 
intervenant est choisi parmi l'hcxane, le chloroforme, le cyclohexane, le chloro- 
methane, le dichloromethane, le trichloromethane, Tether ethylique, le m6thyl- 
5 tertiobutylether, ou un melange de ces solvants. 

Exemple 6 : 

On procede comme decrit dans les exemples precedents mais en faisant 
varier la nature de l'enzyme utilisee : lipase de Mucor miehei, de pancreas de pore, 
10 de Rhizopus arrhizus, de Candida, de Bacillus, d'Aspergillus ou autres acyl- 
transferases. 

Exemple 7 : 

On procede comme decrit dans les exemples precedents mais en faisant 
15 varier la nature de la proteine intervenante : proteine de ble, d'avoine, de mais, 
d'amande, de soja. 

Exemple 8 : 

On procede comme decrit dans les exemples precedents mais en faisant 
20 varier les parametres de la reaction de couplage ci-apres : 

- la proportion entre chaines grasses et proteines (ou polypeptides) ; 

- la temperature de reaction (entre la temperature ambiante et 80*C) ; 

- le temps de reaction (de 30 minutes a 21 jours). 

25 Exemple 9 : 

On procede comme decrit dans les exemples precedents mais en faisant 
varier la nature de I'acide gras intervenant : I'acide heptanoique (C7), I'acide 
octanoique (C8), I'acide decanoique (CIO), I'acide laurique (C12), I'acide 
myristique (C14), I'acide palmitique (C16), I'acide stearique (C18), I'acide 
30 ricinoleiquee (C18), I'acide oleique (C18), I'acide linoleique (C18), I'acide 
linolenique (C18), d'autres acides gras a chaines plus courtes ou plus longues, 
satures, insatures ou polyinsatures, utilises purs ou en melanges. 

Exemple 10- 

35 ° n procede comme decrit dans les exemples precedents mais les acides 

gras qui sont places a reagir sur les proteines sont sous formes d'esters, et la lipase 
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utilisee realise une reaction de trans-esterification et/ou de trans-acylation. Ainsi, 
le linoleate d'dthyle, l'oleate d'isopropyle et le linolenate de glycerol ainsi que 
differentes huiles vegetales sous forme de triglycerides (dont Thuile de coprah) ont 
ete utilises pour fournir la chaine grasse qui va ensuite venir se greffer sur la 
5 proteine. 

Exsmpte 11 : 

On procede comme decrit dans les exemples 1 a 9 mais ies acides gras 
qui sont places a reagir sur les proteines sont sous une forme reactive, du type 
10 halogenure d'acide ou anhydride d'acide. Dans ce cas, la reaction peut etre 
effectuee dans i'eau, a temperature ambiante et ne necessite pas de lipase. De telles 
reactions sont explicitement decrites aux exemples 17 et 18. 

Exemple 12 : 

15 On procede comme decrit dans les exemples 1 a 8 mais les chaines 

grasses qui sont placees a reagir sur les proteines sont sous une forme alcool 
(formation de liaisons esters avec les fonctions acide carboxylique de la proteine) 
ou sous une forme amine (formation de liaisons amides avec les fonctions acide 
carboxylique de la proteine). De telles reactions sont explicitement decrites aux 

20 exemples 14 et 16 ci-apres. 

Exemple 13 : 

On procede comme decrit dans les exemples 2 a 12 mais sans utiliser 

de solvant. 

25 

Exempts 14 : 

Preparation d'un complexc prote ine de soia-decvlalcool (C\0) 

300 g de decylalcool, de purete superieure a 90 %, sont chauffes 

jusqu'a 60 # C, en presence de 670 ml de tertiobutanol dans un reacteur sous azote. 
30 Apres fusion des chaines de decylalcool et obtention d'une huile incolore, 100 g 

d'un isolat de soja (masse moleculaire moyenne : 50 000 D), contenant au 

minimum 96 % de proteines natives, sont alors ajoutes cn pluie fine dans le 

reacteur sous agitation mecanique moderee. 

Apres obtention d'une suspension homogene, 30 g de lipase extraite a 
35 partir de Rhizopus arrhizus sont ajoutes au reacteur. L'ensemble est conserve 

10 jours a 60 # C dans un reacteur clos sous agitation mecanique moderee. 
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Apres 10 jours de reaction, le complexe est porte a 90'C pendant 
20 min afin d'inactiver toute activite enzymatique residuellc. Le tertiobutanol est 
alors elimine par distillation sous pression reduite. Le complexe ainsi obtenu est 
mis sous forme de copeaux lors de son refroidissement. 

Apres analyses, il s'avere que ce complexe est constitue de proteines 
lipophilisees par des chaines grasses, et environ 12 % des alcools gras ont 6t6 
couples a la proteine (a l'aide de liaisons covalentes comme des fonctions esters, 
mais egalement a l'aide de fonctions ioniques). 

Ce complexe se presente sous la forme d'une poudre de copeaux de 
couleur beige, d'odeur caracteristique. II peut etre utilise dans une formulation 
cosmetique a 3 %, et grace a l'amphiphilicite apportee par le greffage, il est 
possible de l'incorporer dans [eg phases aoueuse et/nn bujkass d'une preparation 
cosmetique. 



25 



15 Exemnle 1 S • 

On procede comme decrit dans les exemples precedents mais les 
complexes formes sont disperses en phase aqueuse et leur pH est ajuste de facon a 
etre compatible avec des formulations cosmetiques, a l'aide d'une base minerale ou 
organique. Les complexes ainsi obtenus peuvent ensuite etre seches par 
20 atomisation, lyophilisation ou sechage sous vide. 

Exemnle 16 • 

Preparation d'lin complexe prnt^jne dp. soja-lp urvlamine (CA ?) 

300 g de laurylaminc, de purete superieure a 90%, sont chauffes 
jusqu'a 60*C, en presence de 670 ml de tertiobutanol dans un reactcur sous azote. 
Apres fusion des chaines de laurylamine et obtention d'une huile jaunatre, 100 g 
d'un isolat de soja (masse moleculaire moyenne : 50 000 D), contenant au 
minimum 96 % de proteines natives, sont alors ajoutes en pluie fine dans le 
reacteur sous agitation mecanique moderee. 

Apres obtention d'une suspension homogene, 30 g de lipase extraite a 
partir de Rhizopus arrhizus sont ajoutes au reacteur. L'ensemble est conserve 
10 jours a 60*C dans un reacteur clos sous agitation mecanique moderee. 

Apres 10 jours de reaction, le complexe est porte a 90 # C pendant 
20 min afin d'inactiver toute activite enzymatique residuelle. Le tertiobutanol est 
alors elimine par distillation sous pression reduite. 4 000 ml d'eau sont alors 
ajoutes au complexe et l'ensemble est porte a 70*C sous agitation moderee ; puis 
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environ 1,5 moles de HC1 (sous forme de solution 6N) sont ajoutees lentement au 
melange reactionnei de fagon a obtenir un pH compris entre 5,0 et 7,0. Le 
complexe ainsi obtenu est ensuite seche par lyophilisation. 

Apres analyses, il s'avere que ce complexe est constitue de proteines 
5 lipophilisees par des chaines grasses, et environ 11 % des amines grasses ont ete 
couplees a la proteine (a l'aide de liaisons covalentes comme des fonctions amides, 
mais egalement a l'aide de fonctions ioniques). 

Ce complexe se presente sous la forme d'une poudre fine de couleur 
beige, d'odeur caracteristique. II peut etre utilise dans une formulation cosmetique 
10 a 3 %, et grace a l'amphiphilicite apportee par le greffage, il est possible de 
l'incorporer dans les phases aoueuse et/ ou huileuse d'une preparation cosmetique. 

Exemple 17 : 

Preparation d'un complexe proteine de ble -acides steariaue et palmitique 

15 (C16^ 

100 g de proteine de ble soluble et de haute masse moleculaire 
moyenne (100 000 D) extraite du gluten de ble sont places dans 5 000 ml d'eau 
demineralisee. Le milieu reactionnei est ajuste a pH 11 par une solution 
d'hydroxyde de sodium (NaOH, 12N). Sous tres forte agitation type Ultraturrax ou 

20 Silverson (10 000 a 20 000rpm), 300 g d'un melange de chlorures d'acides 
stearique et palmitique sont alors lentement ajoutes. Le pH passe en quelques 
dizaines de minutes d'une valeur de 11 a une valeur proche de 1, lorsqu f aucun 
tampon n'est ajoute au milieu reactionnei. Apres un temps de reaction d'une heure 
environ a temperature ambiante, l'ensemble est neutralise jusqu'a un pH voisin de 

25 7,0 par une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH, 12N). L'ensemble est alors 
lyophilise puis eventuellement sterilise par rayons gamma ou beta. Le produit se 
presente sous la forme d'une poudre pulverulente blanche, qui peut aussi bien etre 
placee dans les phases aqueuses que dans les phases huileuses de preparations, 
cosmetiques par exemple. Une partie des acides gras a reagi avec la proteine pour 

30 former des liaisons amides et esters, et une partie qui n'a pas reagi se trouve 
toutefois sous forme etroitement complexee par des liaisons hydrogenes et par des 
liaisons de type Van der Waals, a la proteine. 



35 
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Exemple 1 R : 

PttWttiQTi d'un . complexe Proteine ri'amande-acitfes stearioue fCI R) et pa lmiti m 
(CI ft 

On met en oeuvre la merae technique de greffage que dans 
5 l'exemplel7 ci-dessus, mais une proteine d'amande, de masse moleculaire 
moyenne voisine de 30 000 D est utilisee a la place de la proteine de ble. La 
reaction est effectuee en regulant le pH a 11 par ajout de carbonate de sodium. Le 
complexe issu de ce greffage est conserve sous forme liquide et renferme 5 % de 
matiere seche ; 0,2 % de parabenes et 0,5 % de gomme de xanthane sont alors 
10 ajoutes. Le complexe ainsi forme est commercialise sous la forme de cette solution 
ainsi decrite. 

Exemple 19 : 

On precede comme decrit dans les exemples 17 et 18 mais en operant a 
15 des temperatures comprises entre 20 et 100*C. Les reactions de greffage realisees a 
_ tres hautes temperatures donnent des rendements plus importants mais donnent 
lieu a des degradations moderees a severes des proteines utilisees. 

Exemple 20 : 

20 Preparation d'un comolexe proteins H'av o ine-hexaHprylamine (CA fa 

80 g de proteines d'avoine de masse moleculaire moyenne egale a 
6 000 D sont placees dans 4 000 ml d'eau demineralisee. Le milieu est neutralise a 
pH 7,0. Une quantite suffisante de tampon phosphate est ajoutee de maniere a 
obtenir un tampon phosphate 0,5 M dans le milieu reactionnel. 1 mole d'un 
carbodiimide comme par exemple 190 g de chlorhydrate de N-(dimethylamino- 
S-propyO-N'-ethylcarbodiimide est alors ajoutee au melange sous agitation ; 
240 g de 1-hexadecylamine prealablement placee cn suspension dans 2 000 ml 
d'eau portee a 80*C sont alors ajoutes au melange reactionnel sous agitation 
mecanique tres puissantc (type Ultraturrax, 10 000 a 20 000 rpm). Lensemble est 
conserve sous agitation 1 h a temperature ambiante ou 24 h a 6*C, puis est ajuste a 
un pH de 7,0. II est ensuite eventuellement dialyse contre de l'eau distillee pendant 
48 h a 6'C, eventuellement seche par lyophilisation, puis eventuellement sterilise 
aux rayons beta ou gamma. 

La liaison convalente qui resulte de cette reaction foumit des liaisons 
amides, mais d'autres liaisons caracteristiques sont presentes entre l'amine grasse et 
le polypeptide, comme des liaisons ioniques et des liaisons de type Van der Waals. 
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Tolerance et toxicite : 

Des etudes d'irritation cutanee et oculaire (realisees selon des 
protocoles en accord avec les directives OCDE N # 404 (12 mai 1981) et N # 405 
(24 fevrier 1987), ont ete realisees avec plusieurs des produits obtenus selon les 
5 exemples ci-dessus (exemples 1 a 20) sous forme de solutions a 10 %. Dans tous 
les cas, les produits sont apparus comme "non irritants" (n'ont provoque aucun 
signe d'irritation cutanee ou oculaire), et ont ete extremement bien toleres. 

De meme, Tadministration par voie orale de doses maximales de 5 g de 
ces produits par kilogramme de poids corporel n'a provoque aucune toxicite (tests 
10 effectues selon un protocole en accord avec la ligne directrice de TOCDE 
concernant l'etude de la toxicite par voie orale (N* 401 (24 fevrier 1987)). 

Par ailleurs, des tests de sensibilisation selon le protocole de 
Magnusson et Kligman ont ete realises avec ces produits en solution dans l'eau a 
10 % et ces produits ont ete classes parmi les produits ne possedant pas de 
15 propriete sensibilisante. 

Exemple 21 : 

Formulation ant i-age, restructurante CC591 



Phase Produits Noms INCI Quantites (%) 

A Brij72 Steareth2 3 

Brij721 Steareth21 2 

Isostearyl Isostearate Isostearyl Isostearate 4 

Huile de noyaux d'abricot Apricot Kernel Oil 4 

Huile de safran Safflower Oil 2 

Dimethicone 556 Dimethicone 556 2 

Crodacol CS50 Cetostearyl Alcool 3 

B Eau Water qsp 100 

Glycerine Glycerin 5 

Produit de Tinvention prepare selon Texemple 2 6 



WO 97/14713 



PCT/FR96/01620 



19 



C Phcnonip® 



Phenoxyethanol 

Methylparaben 

Ethylparaben 

Propylparaben 

Butylparaben 



0,5 



D Propylene glycol 



Propylene Glycol 



0,5 



Parfum 

Alpha tocopherol 



Alpha Tocopherol 



0,3 
0,05 



On chauffe separement les phases A et B a 75*C, sous agitation 
moderee. On ajuste le pH de la phase B a la valeur de pH souhaitee. On verse A 
dans B sous agitation tres violente (du type Silverson ou Ultraturrax), puis on 
laisse chuter la temperature sous agitation lente. A 30 # C, on rajoute les composants 
des phases C et D. 
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Exemple 22 : 

Formulation anti-ape, v isage CC5R5 



Phase 


Produits 


Noms INCI 


Quantites (%) 


A 


Isostearyl Isostearate 


Isostearyl Isostearate 


4 




Huile de Carthame 


Safflower Oil 


4 




Cetiol J600 


Oleyl Erucate 


2 




Dimethicone 556 


Dimethicone 


5 




Crodacol CS50 


Cetostcaryl Alcool 


3 




Produit de l'invention realise selon l'exemple 17 : 


3 


B 


Glycerine 


Glycerin 


5 




Eau 


Water 


qsp 100 


C 


Phenonip® 


Phenoxyethanol 


0,5 






Methylparaben 








Ethylparaben 








Propylparaben 








Butylparaben 






Propylene glycol 


Propylene Glycol 


0,5 


D 


Parfum 


Perfume 


0,3 



On chauffe separement les phases A et B a 75 # C, sous agitation 
moderee. Le pH de la formule est conditionne dans ce cas par le pH du produit de 
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Tinvention. On verse A dans B sous agitation tres violente (du type Silverson ou 
Ultratuirax), puis on laisse chuter la temperature sous agitation lente. A 30*C, on 
rajoute les composants des phases C et D. Si necessaire, on ajuste la preparation au 
pH desire, a l'aide d'acide lactique par exemple. 

Exemple 23 : 

Formulation peaux seches. visage 



Phase Produits Noms INCI Quantites (%) 

A Huile de bourrache Borrage Oil 2 

Huile de Carthame Safflower Oil 4 

Myritol 318 Caprylic/Capric triglyceride 6 

Crodacol CS50 Cetostearyl Alcool 3 

B Glycerine Glycerin 5 

Eau Water qsp 100 

Produit de Tinvention selon l'exemple 2 4 

C Phenonip® Phenoxyethanol 0,5 

Methylparaben 
Ethylparaben 
Propylparaben 
Butylparaben 

Propylene glycol Propylene Glycol 0,5 

D Parfum Perfume 0,3 



10 On chauffe separement les phases A et B a 75 # C, sous agitation 

moderee. Le pH de la phase B est ajuste au pH de la formulation desire. On verse 
A dans B sous agitation tres violente (du type Silverson ou Ultraturrax), puis on 
laisse chuter la temperature sous agitation lente. A 30 # C, on rajoute les composants 
des phases C et D. Si necessaire, on ajuste la preparation au pH desire, a Taide 

15 d'acide lactique par exemple. 

Exemple 24 : 

Fomulation shampooing familial 



Phase 
A 



Produits 
Texapon N40® (Henkcl) 
Comperlan KD® (Henkei) 



Noms INCI 
Sodium Laureth Sulfate 
Cocamide DEA 



Quantites (%) 
40 

2 
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B Produit de I'invention selon l'exemple 17 



Eau 

Chlorurc de sodium 
Phenonip® 



Propylene glycol 



Water 

Sodium Chloride 

Phenoxyethanol 

Methylparaben 

Ethylparaben 

Propylparaben 

Butylparaben 

Propylene Glycol 



0,3 
qsp 100 

1,5 

0,5 



0,5 



On chauffe separement la phase B a 75 # C, sous agitation moderee, Le 
pH de ladite phase B est ajuste au pH de la formulation desire. On verse B, dans A 
a 20 # C, sous agitation tres lente puis on laisse chuter la temperature. A 30 # C, on 
rajoute la phase C. 

Exemple 25 : 

Formulation shampooing dnuy; 



10 



Phase 



B 



Produits 



Noms INCI 



Tween 20® (ICI) Polysorbate 20 

TegoBetaine L7® (Goldschmidt) Cocamidopropyl Betaine 
Atlas G1821® (ICI) PEG-150 Distearate 

Produit de l'invention selon l'exemple 18 
Eau Water 



C Phenonip® 



Propylene glycol 



Phenoxyethanol 

Methylparaben 

Ethylparaben 

Propylparaben 

Butylparaben 

Propylene Glycol 



Quantites 

(%> 

10 
10 

3 

0,5 
qsp 100 

0,5 



0,5 



On chauffe separement la phase B a 75*C, sous agitation moderee. Le 
pH de ladite phase B est ajuste au pH de la formulation desire. On homogeneise A 
sous agitation a 20*C. On verse B, dans A a 20*C, sous agitation tres lente puis on 
laisse chuter la temperature. A 30*C, on rajoute la phase C. 



15 
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Exempls 26 : 

Formulation shampooing nacre 



Phase Produits Noms INCI 

A Texapon N40® (Henkel) Sodium Laureth Sulfate 
Comperlan KD® (Henkel) Cocamide DEA 
EuperlanPK771® (Henkel) Glycol Distearate (and) 

Sodium Laureth Sulfate 
(and) Cocamide MEA (and) 
Laureth- 10 



Quantites (%) 
40 
2 
4 



B Produit de l'invention selon Texemple 16 



Eau 

Chlorure de sodium 
Phenonip® 



Propylene glycol 



Water 

Sodium Chloride 

Phenoxyethanol 

Methylparaben 

Ethylparaben 

Propylparaben 

Butylparaben 

Propylene Glycol 



0,5 
qsp 100 
1,5 
0,5 



0,5 



On chauffe separement la phase B a 75*C, sous agitation moderee. Le 
pH de la phase B est ajuste au pH de la formulation desire. On homogeneise B a 
20 # C. On verse B, dans A a 20*C, sous agitation tres lente puis on laisse chuter la 
temperature. A 30*C, on rajoute la phase C. 



io Excmpte 27 = 

Utilisation d'un complexe proteine dc ble-acides stearique et palmitique dans des 
a pplications cosmetiques "restructurantes" et permettant de lutter contre les effets 
du vieillissement 

Les complexes realises selon les exemples 3 (par voie enzymatique) et 
15 17 (par voie chimique) ont ete testes pour leur capacite a lisser le micro-relief 
cutane. En effet, Taspect exterieur dc la peau est revelateur de son etat general, et 
les mailles formees par le reseau micro-depressionnaire cutane ont tendance a 
s'agrandir et a se creuser au cours du vieillissement. D'autres facteurs exterieurs 
peuvent egalement contribuer a ce phenomene, comme par exemple Tutilisation 
20 de detergents. Cette disorganisation du micro-relief est le signe d'une alteration de 
la couche comee et de sa fonction de barriere protectrice naturelle. Elle donne un 
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aspect rugueux et un toucher reche au tegument, puis conduit a une deshydratation 
prononcee de celui-ci. 

L'activite restructurante de ces complexes a ete etudiee apres une 
destruction importante du reseau micro-depressionnaire, obtenue par une 
5 agression chimique du revetement cutane a 1'aide d'une solution aqueuse contenant 
10 % de detergent (lauryl sulfate de sodium). Les essais ont 6te realises sur la face 
exteme des deux mains de 10 volontaires. Chaque main a ete lavee 4 fois par jour 
pendant 30 secondes, a 1/2 h d'intervalle, pendant 4 jours avec cette solution de 
detergent. Une des mains a rcqn a Tissue de ces traitements, chaque jour, un 
10 traitement realise a partir d'une solution contenant 3 % du complexe realise selon 
Texemple 3 ou 17 de Tinvention. Chaque jour, la reparation cutanee a ete evaluee 
comparativement aux zones temoins, agressees et non traitees, par observation 
directe de la surface cutanee au stereo-microscope, et par etude des stripping. 
L'efficacite du complexe a ete comparee a celle de la proteine de ble utilisee pour 
15 la realisation dudit complexe ; les pouvoirs filmogenes et adoucissants de la 
proteine de ble etant bien connus. 

Les deux produits (proteine et proteine complexee) ameliorent 
nettement et d'une fa?on quasi-evidente l'aspect visuel de la surface comee ; 
cependant, seul le complexe proteine de ble-acides gras selon 1'invention, presente 
20 un pouvoir restructurant extremement important (voisin de 90 %), qui ne se limite 
pas a freiner Tagression due au detergent, mais qui permet une regeneration de 
Tensemble du tegument. Ainsi, les peaux traitees sont frequemment en meilleur 
etat apres degradation et application de la solution aqueuse du complexe prepare a 
Texemple 3 ou 17, qu'avant tout traitement. 
25 Ainsi, il est possible d'affirmer que le complexe proteine de ble- 

chaines palmitique et stearique est un actif cosmetique f, regenerant", capable 
d'equilibrer et d'harmoniser la cohesion de repiderme. 

Exemole 2R : 

30 Utjlis^jpn #m CQmpkxe protein e d ' am ande-acides stearique et palmitioue dans 
dp? applications cosmetiaues permettant d'ap aiser les agressions cutanees liees aux 
ervthemes snlaj^ 

Les complexes realises selon les exemples 4 (par voie enzymatique) et 
18 (par voie chimique) ont ete testes pour leur capacite a reduire et calmer les 
35 erythemes solaires ; en effct, les coups dc soleil rcpetes favorisent d'une part une 
alteration des mecanismes biochimiqucs de la peau, par la destruction des lipides 
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des membranes cellulaires, par la fragmentation des macromolecules biologiques 
indispensables aux reparations cutanees, et d'autre part l'acceleration du vieillisse- 
ment cutane ; la conjonction de ces deux phenomenes pouvant parfois se traduire 
par ^apparition de cancers cutanes. 

5 Le pouvoir anti-erythemateux du complexe proteine d'amande-acides 

stearique et palmitique a ete etudie chez le cobaye dont la reaction erythemale est 
bien correlee a celle de rhomme. Les irradiations des animaux ont ete realisees a 
Taide de 2 lampes Philipps TL 40W/12 emettant entre 280 et 340 nm avec un pic a 
315 nm. Place a 3 % au sein d'une emulsion (voir composition A ci-dessous), le 

10 complexe realise selon Texemple 4 ou 18 a ete teste comparativement a une 
emulsion placebo (voir composition C ci-dessous) et a une emulsion contenant le 
polypeptide d'amande utilise dans le complexe, sous forme non complexe (voir 
composition B ci-dessous). Dans chaque cas, 0,25 ml de produit a ete administre 
immediatement apres irradiation, puis 2, 5 et 24 h apres ['exposition. L'erytheme 

15 etant evalue selon une cotation visuelle de 0 (pas d'erytheme) a 4 (erytheme 
intense), Teffet reducteur d'erytheme a ete mesure 2, 5, 24 et 48 h apres 
Tirradiation, comparativement aux zones temoins irradiees mais non traitees. Les 
resultats ont ensuite ete exprimes en pourcentage d'inhibition de 1'erytheme. 

Phase Ingredients ABC 

A Complexe decrit dans Tcxemple 4 ou 18 3 0 0 

Polypeptide d'amande 0 0,75 0 

Eau qsp 100 qsp 100 qsp 100 

B Huile de noyaux d'abricot 5 5 5 

Isostearyl d'isostearate 5 5 5 

Erucate tfoleyle 2 2 2 

Alcool cetostearylique 3 3 3 

C Huile de silicone 2 2 2 

Parabenes 0,2 0,2 0,2 

Preparation des compositions : Les phases A et B sont chauffees separement a 
75 # C. Apres une bonne homogeneisation, B est verse dans A sous agitation tres 
intense, puis Tensemble est porte a refroidir sous agitation lente. A 30 # C, la phase 
C est alors ajoutee. 

25 



20 
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Resultats : Des erythemes moderes ont ete realises sur les cobayes. lis corres- 
pondent a des erythemes d'indice 1,5 a 24 h. L'effet adoucissant procure par 
I'application d'une emulsion cosmetique de l'art anterieur (preparation placebo C) 
sur ces erythemes, bien que sensible, reste insuffisant pour combattre efficacement 
5 le developpement de la reaction inflammatoirc. Par contre, le pouvoir anti- 
erythemateux du complexe (preparation A) est immediat (inhibition de Terytheme 
d'environ 30 %, 2 h apres Tapplication) et durable tout au long des traitements 
(inhibition de 45 %, 45 % et 65 % apres respectivement 5, 24 et 48 h). La prepara- 
tion realisee avec le polypeptide d ! amande non complexe (preparation B) ne 

10 permet pas non plus d'obtenir de tels resultats. 

D'autres resultats ont ete obtenus sur des erythemes provoques 
beaucoup plus prononces (erythemes d'indice 2 a 24 h). Dans ce cas, Tefficacite de 
la preparation A est encore plus prononcee par rapport aux efficacite obtenues avec 
les autres preparations. 

15 II est done possible d'affirmer que le complexe proteine d'amande- 

chaines stearique et palmitique, utilise dans une formulation cosmetique, est un 
actif qui permet de reparer durablement les effets destructeurs des erythemes 
solaires moderes voire forts, observes lors d'expositions solaires prolongees. 
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- Eevcnfations - 

1. Complexe amphiphile resultant de la reaction, a une temperature 
comprise entre la temperature ambiante et 80 # C, entre d'une part au moins une 

5 proteine dont la masse moleculaire moyenne est superieure ou egale a 
5 000 Daltons et d f autre part au moins une chaine grasse dont le nombre d'atomes 
de carbone est compris entre 4 et 30, choisie parmi les acides gras, les alcools gras, 
les amines grasses et leurs derives a 1'exclusion de l'acide undecylenique ; le 
rapport ponderal des reactifs [proteine(s)/chaine(s) grasse(s)] variant de 1/1 a 1/10 

10 et avantageusement de 1/3 a 1/5. 

2. Complexe selon la revendication 1, caracterise en ce que la proteine a 
une masse moleculaire moyenne comprise entre 10 000 et 1 000 000 Daltons, 
avantageusement entre 20 000 et 300 000 Daltons. 

3. Complexe selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la 
15 chaine grasse a un nombre d'atomes de carbone compris entre 6 et 20. 

4. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce qu'il consiste en le produit de ladite reaction en melange avec les chaines 
grasses n'ayant pas reagi. 

5. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise 
20 en ce que la proteine est d'origine animale ou vegetale et est avantageusement 

choisie parmi le collagene, la gelatine, Talbumine, l'ovalbumine, l'elastine, la 
reticuline, la fibronectine, la keratine, la soie, la laminine, la desmosine, 
l'isodesmosine, les proteogly Cannes de la matrice extra-cellulaire, les caseines, la 
lactalbumine, les lactoglobulincs, les enzymes, les proteines ou hydrolysats 
25 moderes de ble, de mais, de coton, de lupin, de pois, de feve, d'amande, de 
feverole, de soja, de tournesol, de luzerne, d'avoine. 

6. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que la chaine grasse est choisie parmi les acides gras heptanolque, 
octanoYque, decanoique, laurique, myristique, palmitique, stearique, ricinoleique, 

30 oleique, linoleique, linolenique; les alcools gras ct amines grasses correspondants; 
les derives desdits acides gras, alcools et amines ; et leurs melanges. 

7. Composition, notamment cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire, 
renfermant a titre d'ingredient actif au moins une proteine, caracterisee en ce 
qu'elle renferme, au moins en partie, ladite proteine sous la forme d'un complexe 

35 selon Tune quelconque des revendications precedentes. 
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8. Procede dc preparation d'un complexe amphiphile selon Tunc 
quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il comprend la reaction 
dite de couplage, a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 
80 # C, si necessaire en milieu aqueux ou solvant, entre au moins une proteine du 

5 type precite et au moins une chaine grasse du type precite, lesdits reactifs 
intervenant dans un rapport ponderal [proteine(s)/chaine(s) grasse(s)] compris entre 
1/1 et 1/10, avantageusement entre 1/3 et 1/5. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que, apres ladite 
reaction, les complexes formes sont disperses en phase aqueuse pour un ajustement 

10 de leur pH et eventuellement ensuite seches. 

10. Procede selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que les 
proteine(s) et chaine(s) grasse(s) sont couplees par voie chimique en presence 
d'agents bifonctionnels couramment utilises dans la synthese peptidique ou en 
faisant intervenir les acides gras sous une forme reactive. 

15 11. Procede selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que les 

proteine(s) et chaine(s) grasse(s) sont couplees par voie enzymatique; les acides 
gras intervenant eventuellement sous forme d'esters (y compris d'esters de 
glycerides). 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que ledit couplage 
20 enzymatique est mis en oeuvre a une temperature comprise entre 30 et 70 # C, 

avantageusement entre 50 et 60*C. 

13. Procede selon Tune des revendications 11 ou 12, caracterise en ce que 
ledit couplage enzymatique est mis en oeuvre avec une acyl transferase ; avanta- 
geusement une lipase, telle une lipase de Mucor miehei, de pancreas de pore, de 

25 Rhizopus arrhizus, de Candida, de Bacillus ou d'Aspergillus ou avantageusement 
une protease telle la papaine ou avantageusement une amidase. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 a 13, 
caracterise en ce que I'activite de 1'eau (a w ) du milieu reactionnel est comprise 
entre 0,2 et 1 et avantageusement comprise entre 0,3 et 0,7. 
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